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Obesity  and  its  associated  co‐morbidities  plague  the modern world.  Recently, Masters  et  al. 
reported  that approximately 18.2% of all deaths each year can be attributed  to complications 
associated  with  being  overweight  or  obese;  a  significant  increase  from  the  previously 




higher  percentage  of morbid  obesity  (BMI  >30  kg/m2)  when  compared  to men,  despite  an 
overall slightly  lower  incidence of an overweight BMI of 25‐30 kg/m2    (Figure 1‐1). The central 
nervous system (CNS) is a defining component driving the control of food intake and associated 
behaviors  and  does  so  via  two  different  yet  intersecting  pathways,  namely  homeostatic  and 
hedonic forms of nutrient intake. Through a complex interplay of these two systems, a balance 
is  struck  to maintain body weight. Dysfunction  in either or both of  these  systems can  lead  to 
alterations  in energy homeostasis. As an additional component of  this metabolic regulation,  it 
has  been  shown  that  a  number  of  gonadal  hormones  can  impact  food  intake  and  energy 
expenditure yielding let another level of complexity to the mechanisms of metabolic regulation 
[5].   Understanding  the key players and how  they  interact  in  the CNS  to mediate  this energy 







Figure  1‐1.  Overweight  and  Obesity  Statistics  in  Men  and
Women.  Total  percentage  of  the  population  of  adults who  are
either overweight or obese. Data modified  from  the Center  for
Disease  Control  and  Prevention,  National  Health  and  Nutrition 





It has been well documented  in  the  field  that  the dominant  center  for  the  central  control of 
energy homeostasis is the hypothalamus. A number of peripheral and central hormonal signals 




One  of  the most well  studied mechanisms  of  food  intake  regulation  is  the  hormone  leptin. 
Within the arcuate nucleus of the hypothalamus, subpopulations of neurons express the  leptin 
receptor, although leptin receptor expression can be found in a number of other brain nuclei [8]. 
Since  leptin  is secreted directly  in proportion to body fat mass, the  increasing  leptin signal  is a 
long  term  indicator  of  fat  stores  and  can  aid  in  driving  down  food  intake  behavior  ([9,  10], 
reviewed  in  [11]).  However,  in  states  of  nutrient  excess  and  prolonged  accumulation  of  fat 
stores, this signal can be blunted, either through an inhibition of the ability of the signal to reach 
the  brain  and/or  an  uncoupling  of  the  signal  from  activating  downstream  targets  (recently 
reviewed in [12]).  
In addition to leptin, insulin can also act as an indicator of energy stores. Elaborate studies in the 
periphery  have  focused  on  the  action  of  insulin  (reviewed  in  [13]). More  recently  however, 
specific  roles  of  the  insulin  receptor  in  the  brain  have  been  identified.  Brüning  et  al.  have 
documented  that  central  loss  of  the  insulin  receptor  can  cause  significant  increases  in  body 
weight,  serum  leptin, and body  fat  in mice  [14]. Furthermore,  in  female  insulin  receptor CNS 




Another  system  regulating  acute  and  chronic  maintenance  of  food  intake  and  energy 
expenditure  is the melanocortin receptor system, which  is the focus of this dissertation [6, 15, 
16]. This family of five G‐protein coupled receptors (GPCRs) are expressed throughout the body, 




decreased energy expenditure  [19, 20]. On  the other hand,  the MC3R  is  less well understood 
and its physiological function is not well defined.  
Within  the  arcuate  nucleus  of  the  hypothalamus,  two  populations  of  neurons  express  the 
endogenous agonists and antagonists  to  these GPCRs. Pro‐opiomelanocortin  (POMC) neurons 
are found within the arcuate nucleus of the hypothalamus as well as in the commissural nucleus 
of  the  solitary  tract  [6].  POMC  is  a  preprohormone  that  when  cleaved  by  prohormone 
convertases (PC 1/2) provides the endogenous agonists to the receptor system, namely alpha‐, 
beta‐, and gamma‐ melanocyte stimulating hormone (α‐MSH, ‐MSH, and γ‐MSH; [21]). These 
hormones  have  varying  affinity  for  the  different  receptors,  specifically,  γ‐MSH  has  a  higher 
affinity  for MC3R over MC4R  [21]. When  these agonists bind  to either  the MC3R or MC4R, a 
conformational change is elicited that activates the associated G‐protein subunit and allows for 
the  activation  of  adenylyl  cyclase,  an  increase  in  intracellular  cyclic  AMP  and  subsequent 
activation  of  downstream  targets.  The  culmination  of  this  signaling  is  the  inhibition  of  food 
intake and an increase in energy expenditure.  
The  actions  of  these  POMC  neurons,  and  the  cleavage  products  of  the  prohormone,  are 




NPY, which  acts  at Y  receptors  to modulate  food  intake,  and  the  inhibitory neurotransmitter 
GABA. During  states of energy deficit, both AgRP and NPY mRNA expression  is  increased and 
drives  food  intake  behavior.  Interestingly,  in  states  of  perceived  energy  deficit  such  as 
pregnancy,  a  distinct  population  of  NPY  neurons  arise  in  the  DMH  to  further  increase  food 




Hedonic  food  intake  is  often  characterized  as  food  intake  in  a  satiated  state,  or  food  intake 
driven by  rewarding  signals. The neural  circuits  involved are often associated with  “liking” or 
“wanting” behavior.      This specific behavior  is driven predominantly by signals from regions of 
the  brain  such  as  the  ventral  tegmental  area  and  substantia  nigra,  where  dopamine  is 
synthesized, as well as the brainstem raphe nuclei which is the center of serotonergic signaling. 





the anorexigenic  function of serotonin appears  to be somewhat  indirect  through activation of 
POMC neurons  in the hypothalamus and  inhibition of AgRP/NPY neurons  in this region as well. 
Heisler  et  al.  documented  a  dose  dependent  increase  in  c‐fos  immunoreactivity,  used  as  a 
marker  of  neuronal  activation,  in  the  arcuate  nucleus  in  response  to  d‐fenfluramine,  a  drug 
6 
 
known  to  block  serotonin  reuptake  and  to  stimulate  additional  serotonin  release  [27].  This 
effect  is  predominantly  due  to  the  increased  binding  of  serotonin  to  the  5‐HT2cR  on  POMC 
neurons and 5HT1BR on AgRP/NPY neurons which have been shown  to be highly expressed  in 
the  arcuate  nucleus  [27,  28].  In  addition,  deletion  of  the  5‐HT2cR  in mice  leads  to  obesity 
characterized by  increased body weight and hyperphagia  [29, 30]. Selective re‐expression  if 5‐
HT2cR  in POMC neurons ameliorates  this phenotype  [31]. Taken  together  this data  suggests a 
direct  action  of  the  serotonergic  system  in modulating  the melanocortin  receptor  system  to 
affect food intake.  
Another  neurotransmitter  implicated  in  reward  based  food  intake,  as  well  as  many  other 
behaviors,  is  dopamine.  Dopamine  is  synthesized  predominantly  in  the  tuberoinfundibular 
neurons  of  the  hypothalamus,  and  the  ventral  tegmental  area  and  substantia  nigra  in  the 
midbrain  [32].  The mesocorticolimbic  and  nigrostriatal  dopaminergic  pathways  consisting  of 
projections from the ventral tegmental area to ventral striatum/cortex, and substantia nigra to 
dorsal striatum respectively, are the two main pathways  implicated  in  food reward processing 
[33‐35].  The  synthesis  of  dopamine  is  performed  by  the  enzyme  tyrosine  hydroxylase  (TH), 
which  serves as  the  rate  limiting  step  in dopamine  synthesis. Zhou and Palmiter documented 
that deletion of TH specifically in dopaminergic neurons generates dopamine deficient mice that 
are aphagic and hypolocomotive, and this behavior can be rescued with L‐DOPA treatment [36, 
37]. Further  studies assessing  the  function of  the dopamine  receptors  in mediating  rewarding 
aspects  of  food  consumption  have  noted  a  function  of  the  dopamine  D2  receptor  (DRD2). 
Specific  deletion  of  the  auto‐inhibitory  presynaptic  population  of  DRD2  elicits  a  significant 




there a  significant  increase  in  serum  α‐MSH and decrease  in hypothalamic orexin expression, 
suggesting  sex  specific modulation  of  dopamine  circuits  [39].  Furthermore,  researchers  have 
now  also  noted  direct  interactions  between  the  leptin/insulin  signals  of  homeostatic  feeding 
modulation  and  their  action  at  dopaminergic  sites,  suggesting  a  complex  interplay  between 
these  two  feeding  modalities  [40‐42].  In  addition,  a  number  of  interfaces  between  the 
melanocortin  system  and  dopaminergic  system  have  been  documented  and  are  further 
elaborated in Chapter 4.  
Gonadal hormones and influence on food intake 
Extensive  studies on homeostatic  and  hedonic  food  intake have unveiled  a  very  complicated 
network of neuronal projections that mediate various degrees of feeding behavior. As an added 
component  to  this  system,  the  importance of gonadal hormones and  their  influence on  food 
intake  and  reward  behaviors  has  become  more  evident  [43‐46].  Two  gonadal  hormones, 
testosterone and estrogen, have been  shown  to both affect  food  intake and body weight, as 
well as modulate the development and signaling of homeostatic and hedonic circuits.  
Testosterone  is  historically  known  for  its  anabolic  function  and  role  in  the  generation  and 
maintenance of  lean mass. This masculinizing hormone has a distinct  role  in modulating  food 
intake and overall body weight. Gonadectomy studies show that orchiectomy causes a sustained 
and significant decrease in body weight gain in rats [47]. Studies by Chai et al. further show that 
this decrease  in body weight  in male  rats  is predominantly due  to an  immediate  reduction  in 
meal number, specifically during the dark phase [48]. Additionally, further studies show that loss 
of  testosterone  also  completely  ablates  voluntary wheel  running  [49].  Taken  together  these 




treatment with  testosterone can  reprogram  the central melanocortin system, where neonatal 
treatment with  testosterone  in  females  causes  an masculinized  pattern  of  decreased  POMC 
fiber projections, a total decrease in POMC and Kisspeptin mRNA expression and an increase in 
food  intake, further  linking gonadal hormone  influences with the development of homeostatic 
circuits [50].  
In females, estrogen is the dominant ovarian hormone that affects food intake and body weight. 
The  initial studies on gonadectomy show that ovariectomy causes a profound  increase  in body 
weight  in  female  rats  [47].  This  is  due  to  an  increase  in  food  intake  and  subsequent  large 
increase in body fat percentage [51]. Treatment with estrogen post ovariectomy normalizes this 
phenotype.  Further  studies  determined  that  the  anorectic  effects  of  estradiol  were  due  to 
signaling through the ER‐alpha, since ER‐alpha deficient mice exposed to ovariectomy were no 
longer  responsive  to  the weight  lowering effects of estrogen  [52, 53].  Furthermore, ER‐alpha 
knockout animals display an obesity phenotype characterized by a 35%  increase  in  total body 
weight [54]. However, ER‐beta signaling may  indirectly modulate food  intake through an effect 
on  serotonin  levels  and  resulting  behavior  [55].  Interestingly,  in  ovariectomized  animals,  the 
weight  loss and decreased food  intake response to exogenous estradiol treatment  is  lost when 
the ventromedial nucleus of the hypothalamus (VMH) is lesioned [56].   
Gonadal  hormones  play  a  significant  role  in  the  modulation  of  food  intake,  specifically  in 
females with  the profound anorexigenic effect of estrogen signaling. Hormonal  fluctuations  in 
women  throughout  the menstrual  cycle, menopause  and  in  states  of  pregnancy  have  been 
correlated with fluctuations with food intake and body weight [57, 58]. Interestingly in females, 





leptin) and gonadal hormone  fluctuations  (depicted  in Figure 1‐2), the key molecular signaling 
pathways and components have yet to be well understood.      
Melanocortin 3 Receptor 
While  the MC4R has been extensively  characterized  for  its  function within  the hypothalamus 
and for its overall dominant contribution to the maintenance of energy homeostasis, much less 
is known about the  function of the MC3R.  Indeed, many of the documented studies assessing 










the  receptor  show  discrete  regions  of  melanocortin  MC3R  signal  independent  of  other 













Expression  studies  of melanocortin MC3R mRNA  have  primarily  been  focused  in  the  rodent 
brain. Northern blot hybridization experiments demonstrate that the greatest expression of the 
melanocortin  MC3R  gene  is  in  the  hypothalamus  [17].  In  situ  hybridization  establishes 
approximately 35 different nuclei expressing  the  receptor, with  the highest expression  in  the 
arcuate  nucleus,  ventromedial  hypothalamus, medial  habenula,  ventral  tegmental  area,  and 
raphe[17].    Interestingly,  a  number  of  these  regions  are  sites  of  homeostatic  and  hedonic 
modulation  of  food  intake  behavior.  Not  surprisingly,  melanocortin  MC3R  mRNA  is  found 
primarily  in  areas  of  the  brain which  receive  direct  innervation  from  POMC  immunoreactive 
neurons. However,  the arcuate nucleus, which  contains all of  the  forebrain POMC expressing 
neurons,  displays  moderate  levels  of  melanocortin  MC3R  mRNA,  while  the  nucleus  of  the 
solitary tract (NTS) containing the other central POMC expressing neurons apparently does not 
express  melanocortin  MC3R  mRNA  [17].  Expression  of  melanocortin  MC3R  in  the  arcuate 
nucleus  and  ventromedial  hypothalamus  are  particularly  intriguing  with  regard  to  the 
observations  that  the  receptor  appears  to  inhibit  anorexigenic  POMC  neurons  and  yet when 
deleted  causes  obesity,  perhaps  via  as  yet  uncharacterized  actions  in  the  ventromedial 






expression  points  to  a  role  of  the  MC3R  as  an  inhibitory  autoreceptor  on  these  neuronal 
populations.  In  fact, Cowley et al. showed that treatment of ex vivo brain slices with D‐Trp8‐γ‐




suggests  that  POMC  activation,  and  release  of  melanocortin  peptides  can  elicit  an  auto‐
inhibitory loop through activation of MC3R that feeds back to dampen the POMC signal.  
Development: 
MC4R  receptor  binding  predominates  centrally  during  various  embryonic  stages  of 
development,  however,  a  rapid  increase  in  ventromedial  and  arcuate  nuclei  expression  of 
melanocortin MC3R mRNA postnatally with higher CNS expression evident at postnatal day 27 is 
described [76]. Interestingly, a transition is shown in melanocortin receptor subtype expression 
in  regions  of  the  brain  including  the  ventral  tegmental  area  and  the  dorsoposterior 
hypothalamus from MC4R to MC3R‐dominant throughout development. This change in receptor 
subtype  expression  suggests  a  differentiation  in  regional  MC3R  signaling  in  order  to  more 
acutely regulate specific neuronal populations. Further studies to support this  idea show a 3‐4 




To add  to  the complexity of  this  receptor, expression outside  the CNS has been documented, 
and physiological actions outside the CNS have been demonstrated as well. Northern analysis of 
poly(A)+ RNA has established the presence of MC3R transcripts of the appropriate size in human 
placenta,  and  in  several  human  gut  tissues  including  the  stomach,  duodenum,  and  pancreas 






Figure  1‐3.  Central  distribution  of melanocortin  receptor  subtypes. Depicted  is  a  cartoon  of  a









The MC3R  is a Gs  coupled GPCR  that when  stimulated with either  α‐ or  γ‐ MSH  leads  to  the 
stimulation of adenylyl cyclase and subsequent  increases  in  intracellular cyclic AMP that has a 
myriad of downstream signaling effects. Activation of this receptor or  loss of the receptor has 






of POMC  to generate  γ‐MSH, alterations  in circulating  levels, and changes  in MC3R activation 
can elicit a peripheral response to changes in dietary salt intake.   
In  addition  to  sensitivity  to  dietary  salt  intake, MC3R  deficient mice  are  known  to  have  an 
altered response to fasting that includes a defect in fast‐induced refeeding. Specifically, our lab 
has  shown  that MC3R KO male mice have decreased  serum  corticosterone  levels, a defect  in 
hypothalamic  AgRP/NPY  regulation  in  response  to  fasting,  altered  hormone  sensitive  lipase 
activity and an overall defect in lipolysis [85]. These defects in stress induced alterations are only 




lab has previously  shown  that MC3R deficient mice are protected  from high  fat diet  induced 
inflammation despite a significant increase in fat stores [86].  
Moreover, MC3R  is  noted  for  a  functional  role  in  cachexia. MC3R  deficient  animals  have  a 
heightened  response  to  lipopolysaccharide  induced  cachexia  as  characterized  by  increase 
weight  loss  and  decreased  food  intake  post  injection  [87‐89].  Furthermore,  Marks  and 
colleagues were  able  to  demonstrate  that  selective  activation  of MC3R with  intraperitoneal 
administration of D‐Trp8‐γ‐MSH at a specified dose range was able to stimulate food intake [90]. 
This effect was heightened, despite occurring at a higher dose, in MC4R KO animals, presumably 
due  to  the  loss of non‐specific activation of  the MC4R at  this concentration  [90]. Additionally, 
this effect of D‐Trp8‐γ‐MSH on food intake was completely absent in MC3R KO animals [90]. 
Overall,  the  MC3R  remains  a  scientific  enigma  and  the  specific  focus  of  this  dissertation. 
Deficiency of MC3R causes late onset obesity, predominantly due to an increase in fat mass and 
a decrease in lean mass [91, 92]. This effect is despite any alteration in MC4R signaling as there 




Furthermore,  studies of  the  effect of  the more MC3R  selective peptide,  γ‐MSH, do not  yield 





















additional hypothesis of  the  function of  the MC3R  in  integrating  gonadal hormone  signals  in 
states  such  of  estrogen  deficiency  or  pregnancy.  The  aims  of  this  dissertation  work  are  as 
follows: 
Specific Aim 1: To understand the functional role of the MC3R in reward pathways.  
Subaim  1:  To  define  the  reward‐based  behavioral  phenotype  associated  with  a 
deficiency in the  melanocortin 3 receptor (Chapter 4):   












University.  Table  2‐1  provides  strain  information  for  all  transgenic  animals  utilized  in  this 
dissertation work. Detailed  information for  individual sections  is provided  later  in this chapter. 
Unless otherwise stated, animals were housed 3‐5 per cage, at 21 ± 2 C on a 12 hour light/dark 





with  ice cold 0.9% saline  followed by 4% paraformaldehyde  in 0.01 phosphate buffered saline 
(PBS). Sections were cut at 30 µm from perfused brains and stored in 0.01 M PBS at 4 C. Staining 
was  performed  as  previously  described  [96].  Briefly,  samples  were  incubated  1  h  at  room 
temperature in blocking buffer (5% normal donkey serum (NDS), in 0.01 M PBS containing 0.3% 
Triton X‐100) followed by a 24 h incubation at 4 C with a primary antibody cocktail. All primary 
antibodies were  diluted  in  5%  NDS  blocking  buffer.  After  incubation,  sections were washed 





washed with  0.01 M  PBS between  all  antibody  incubations. After  the  final wash,  slices were 
mounted  on  gelatin‐coated  slides,  allowed  to  dry  overnight  shielded  from  light  and  cover‐
slipped using mounting media (ProLong Anti‐fade Gold plus DAPI, Invitrogen). To minimize any 
potential  cross  reactivity  all  secondary  antibodies  were  raised  in  donkey  and  all  primary 
antibodies utilized  for multi‐labeling were  raised  in different  species. Additionally, brain  slices 
were  incubated  in  the presence of secondary antibody without primary antibody  to confirm a 
lack  of  non‐specific  binding  of  the  secondary  antibodies.  Slides  were  then  imaged  with  a 
compound  fluorescence microscope  (AxioImager  Z1,  Zeiss, NY) or  Inverted  LSM  510  confocal 
microscope  (Zeiss, NY).  Images were  analyzed using  the AxioVision Rel. 4.8  Software or Zeiss 
LSM Image Browser Version 4.2, respectively. Location relative to Bregma was determined using 
The Mouse Brain  in Stereotaxic Coordinates  [97]. The  following primary antibodies used were 
rabbit  anti‐GFP  (1:5000;  A‐6455,  Invitrogen,  Eugene,  OR;  Chapters  3  and  4), mouse  anti‐TH 
(1:5000; MAB318; Millipore, Temecula, CA; Chapter 4), and  sheep anti‐NPY  (1:1000; AB1583; 
Chemicon  International,  Temecula,  CA;  Chapter  3).  Secondary  antibodies  used were  donkey 




or  PRO200  homogenizer  (Pro  Scientific,  CT).  RNA  was  then  extracted  with  Trizol  reagent 
(Ambion), and  in  cases of  low  cell number, glycogen was added  to  the extraction  to  stabilize 
mRNA.  Synthesis  of  cDNA  was  performed  using  the  iScript  cDNA  synthesis  kit  (BioRad 






ESR1  (Mm00433149_m1),  ESR2  (Mm0599821_m1),  TH  (Mm00447553_g1),  DAT 
(Mm00438388_m1),  D2DR  (Mm00438541_m1),  SNCA  (Mm0118700_m1);  Chapter  5:  IL6 








between the base of the tail and the middle of the back.  In a point  lateral  to the paraspinous 
muscles, the peritoneal cavity was punctured and the ovary was then pulled through the incision 
by grasping  the periovarian  fat pad. A hemostat was clamped around  the uterine vasculature 
between the oviduct and uterus. The ovary and a small part of the oviduct were then removed 
with a single cut. The hemostat was then removed and the remaining tissue was reinserted into 
the peritoneal  cavity  via  the  entrance  incision.  The ovary on  the  contralateral  side was  then 




















































Labeled brain  slices were  imaged with  a  compound  fluorescence microscope  (AxioImager  Z1, 
Zeiss, NY).  Images were  analyzed  using  the AxioVision Rel.  4.8  Software.  Location  relative  to 
Bregma was determined using The Mouse Brain  in  Stereotaxic Coordinates  [97].  Specific  sub‐
nuclei  were  analyzed  by  mapping  whole  slice  images  and  referencing  the  specific  Bregma 
location  in The Mouse Brain  in  Stereotaxic Coordinates  [97]. Positive neurons were  tallied by 
hand,  three  separate  times,  and  the  average  number  of  neurons  counted  was  utilized  to 
generate a table of expression.  
Dual Label In Situ Hybridization  
In situ hybridization was performed on  frozen  fixed brain slices using  the RNAScope® method 
which  is a non‐radioisotopic method  for mRNA analysis using  custom designed  in  situ probes 
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([100], Advanced Cell Diagnostics,  Inc, CA). Brains were  fixed  as previously described  for  IHC 
analysis, once  frozen, brains were  sliced at 16 µm onto Superfrost  slides and  stored at  ‐80 C. 
Slices were processed as described by  the manufacturer  (Advanced Cell Diagnostics,  Inc., CA). 
Slides were washed with  0.1 M  PBS  to  remove  residual OCT,  permeabilized by  immersing  in 
Pretreatment 2 for 10 mins at 100 C, and subjected to protease digestion for 30 mins at 40 C in 







were  incubated  for 30  second with a DAPI  solution, wet‐set Slowfade® Gold antifade  reagent 










Materials  and  Methods  Associated  with  Chapter  4  “Gender‐specific  Roles  for  the 




behavioral  experiments  were  male  and  female  MC3R  deficient  (MC3R  KO,  [91]),  and 









Sucrose  and  sucralose  preference  was  performed  as  previously  described  [101]  with minor 
modifications. Mice aged 12‐13 weeks were  individually housed and acclimated  to  two 15 mL 
sipper tubes filled with water. After a week of acclimation and baseline  intake measurements, 
sucrose  or  sucralose  solutions were  then  paired with  the  non‐preferred  sipper  tube. After  1 
week, an  incremental  increase  in sucrose or sucralose concentration was then paired with the 
opposite sipper tube and intake was assayed. This was repeated again for the final incremental 
increase  in  sucrose or  sucralose  concentration.   Concentrations of  sucrose  ranged  from 1‐2% 
and  sucralose concentration were 0.25 mM and 1mM. Sucrose or  sucralose and water  intake 
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was measured  daily  by weighing  the  sipper  tube.  Preference was  calculated  as  the  ratio  of 
sucrose or sucralose  intake  to  total  fluid  intake. Body weight and  food  intake were measured 
weekly.  
Dissections and metabolite content assay  
Animals  were  deeply  anesthetized  and  rapidly  decapitated;  the  brain  was  removed  and 
sectioned using a 1‐mm acrylic brain block. Each region was dissected bilaterally from a single 
2mm  slice  using  a  17  gauge  sample  corer with  an  internal  diameter  of  0.8mm  (Fine  Science 
Tools, Foster City, CA). Coordinates were as follows: VTA; ‐1.0 to +1.0 mm interaural, NuAcc; 4.0‐
6.0 mm interaural, CPu; 4.0‐6.0 mm interaural as referenced by Paxinos and Franklin [97], with 
the  bilateral  punch  taken  from  the medial,  ventral  section  of  the  slice  corresponding  to  the 
region of  interest. All  tissues were rapidly  frozen on dry  ice and placed at  ‐80 C until used  for 
molecular analysis.  
High performance Liquid Chromatography  (HPLC) coupled with electrochemical detection was 
used  to measure monoamine  (dopamine,  DOPAC,  HVA  etc.)  content  by  the  Neurochemistry 
Core Laboratory at Vanderbilt University's Center for Molecular Neuroscience Research.  
Immunoblotting 
Tissues  samples  were  homogenized  with  a  pellet  pestle  (Kimble‐Chase™  Kontes™,  Fisher 
Scientific)  in a buffer composed of 1M Tris‐Cl pH 6.8, 10% SDS, DEPC H20, and an appropriate 




The  gel  and  PVDF membrane were  allowed  to  incubation  in  Tris‐Glycine  transfer  buffer  plus 
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methanol  for  1  hour  at  RT.  The  protein was  then  transferred  to  the  PVDF membrane  in  a 
Transblot® SD Semi‐Dry Transfer Cell apparatus (Bio‐Rad, CA) for 1hr at 15V. The membrane was 
washed  in 0.1M PBS and  incubated  for 1 hour at RT  in Odyssey Blocking Buffer  (OBB; LI‐COR, 
NE). The membrane was  incubated overnight at 4 C  in primary antibody diluted  in OBB + 0.1% 
Tween‐20. Membranes were washed thoroughly in 0.1M PBS, and incubated for 1 hour at RT in 
appropriate  secondary  antibodies.  Primary  antibodies  used were  goat  anti‐actin  (1:1000;  sc‐
1616,  Santa  Cruz,  CA)  and  mouse  anti‐Tyrosine  hydroxylase  (1:5000;  MAB318;  Millipore, 
Temecula,  CA).  Secondary  antibodies were  donkey  anti‐goat  IR‐Dye  680LT  (1:20000;  Cat No. 
926‐68024, LI‐COR, NE) and donkey anti‐mouse IRDye 800CW (1:20000; Cat. No. 926‐32212, LI‐





[102].  Briefly,  striatal  tissue  was  dissected  from  animals  euthanized  via  cervical  dislocated 
without anesthesia and homogenized in ice cold KRH buffer and incubated for 30 minutes with 




















Gonadal  fat samples were  from WT and MC3R KO SHAM and OVX animals.  In order  to assess 
follicular development, ovaries were  collected  from MC3R KO  and WT aged 24‐28 weeks. All 
tissues were collected in cassettes, fixed in 10% formalin overnight, embedded in paraffin, sliced 
and  stained with hemotoxylin  and  eosin by  the Vanderbilt University  Translational Pathology 
Core  for  morphological  analysis.  Fat  pad  and  ovarian  Images  were  captured  with  a  Zeiss 




































The  central melanocortin‐3  and  ‐4  receptors  (MC3R  and MC4R)  are  key  regulators of  energy 
homeostasis.  Despite  a  robust  understanding  of  the  expression  profile  of  the  MC4R,  the 




MC3R‐GFP mouse, we have characterized  the expression of  the MC3R  throughout  the central 
nervous system (CNS). High expression  in the cingulate cortex, thalamic regions, hypothalamus 
and midbrain, suggest a number of varying functions of the MC3R. Moreover, within the cortex, 
we  document  that  the  GFP  can  label  neurons  up  to  700  µm  in  length,  allowing  for  fiber 
projection analysis of these MC3R‐GFP neurons.  In addition, This mouse model can be  further 








implicated  in  controlling  food  intake behavior  via  the hypothalamus.  Indeed, deletion of  this 
receptor  in  humans  and  rodents  elicits  a  profound  obesity  phenotype  characterized  by 
increased body weight, food intake and decreased energy expenditure [19]. However, despite a 







leukocyte  accumulation  [105].  In  addition  to  both  hypertensive  and  inflammatory  responses 
modulated by  the MC3R,  its  role  in  cachexia has been  assessed. Despite having  a  late onset 
obese  phenotype,  MC3R  deficient  mice  are  sensitized  to  the  effects  of  a  peripheral 
inflammatory  stimulus.  With  lipopolysaccharide  injection,  MC3R  knockout  mice  show  an 
exaggerated weight  loss  and  attenuated  food  intake  response  [87‐89]. Overall,  in  peripheral 
tissues,  the MC3R  has  been  noted  to  have  explicit  roles  in  regulating  a  number  of  different 
systems. The MC3R has also been shown  to have a high  level of central expression via  in situ 





system,  the MC3R may  serve as a  functional autoinhibitory  receptor  in  this brain  region. The 
relative  increase  in GABA mediated  IPSCs onto POMC neurons  in slices treated with the MC3R 
specific agonist, D‐Trp8‐γ‐MSH  suggests  that MC3R negatively  regulates POMC neuronal  firing 
and has been shown to hyperpolarize these cells [75].  MC3R has also been demonstrated to act 
presynaptically on GABA release from these same arcuate neuron fibers at their target sites  in 
the paraventricular nucleus of the hypothalamus.   However, with respect to this function,  it  is 
not known if the MC3R is expressed in other GABAergic neurons outside the arcuate.  
The overall physiological  function of  the MC3R within  the CNS  remains  to be  fully elucidated. 
Deficiency of the MC3R leads to late onset obesity, characterized by a significant elevation in fat 
mass with a subsequent decrease  in  lean mass earlier  than  the overall weight divergence  [91, 
92]. This alteration  in body composition and  late onset obesity phenotype occurs without any 
alteration  in  activity or  the presence of hyperphagia.  In  fact, our  lab and others have  shown 
either normophagia or even hypophagia in the MC3R deficient animals [91, 92]. Despite its high 
homology  to  the MC4R,  the  role of  the MC3R  in  the  regulation of energy homeostasis  is  less 
overt. Indeed, a number of human studies looking for genetic single nucleotide polymorphisms 
in MC3R associated with obesity have failed to produce any significant correlations [59‐71].  
Therefore,  despite  a  number  of  findings  related  to  MC3R  function  both  centrally  and 
peripherally, a detailed understanding of its central expression is necessary to further probe its 
function. Identifying the neuroanatomical expression of the MC3R has been impeded by the lack 
of  highly  specific  antibodies  to  the  receptor.  With  the  aid  of  the  GENSAT  project  at  the 
Rockefeller  Institute,  the MC3R‐GFP mouse was  generated  [99].  This mouse model  uses  the 
MC3R promoter to drive expression of green fluorescent protein  (GFP), which allows an easily 
visualized  method  for  assessing  the  neuroanatomical  distribution  of  the  MC3R.  Here  we 
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are  compiled  in Table 3‐1. Highest expression was noted  in  the hypothalamus, midbrain  and 
regions of the thalamus, and will be discussed in further detail.  
Neocortex 
Within  the  neocortex,  populations  of GFP  immunoreactive  cells  can  be  seen  in  a  number  of 
cortical  nuclei,  specifically  within  the  middle  layers  of  the  cingulate  and  prelimbic  cortices 
(Figure 3‐1A). Additional cells were labeled in the primary and secondary motor cortex but to a 
lesser extent  (Figure 3‐1A).   A modest  level of expression was detected  in  the  lateral orbital 
cortex.  Interestingly, MC3R‐GFP neurons were  found  in  a number of  somatosensory neurons 



















Prelimbic Cortex  PrL  ++    
Cingulate Cortex, Area 1  Cg1  ++    
2o Motor Cortex  M2  ++    
1o Motor cortex  M1  +(+)    
Anterior Olfactory Nucleus  AOM       
Lateral orbital cortex  LO  ++    
Primary Somatosensory Cortex, jaw 
region  S1J  +(+)    
Primary Somatosensory Cortex, upper 
lip region  S1JULP  +(+)    
Granular Insular Cortex  GI  +    
Dysgranular Insular Cortex  DI  +    














Bed Nucleus of the Stria Terminalis  BST  +(+)  + 
Median Preoptic Nucleus  MnPO  +(+) 
Lateral Septal nucleus, ventral part  LSV  +  ++ 
Parastrial Nucleus  PS  +(+)   
Ventromedial Preoptic Nucleus   VMPO  +(+) 
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Table 3‐1 Cont.       
Amygdala 
Basolateral Amygdaloid Nucleus, 
anterior part  BLA  ++(+)  + 
Basomedial Amygdaloid Nucleus, 
anterior part  BMA  +++    
Thalamus 
Paraventricular Thalamic Nucleus   PV   ++(+)       +(+) 













Rhomboid Nucleus  Rh     + 
Hypothalamus 
Ventromedial Nucleus of the 
hypothalamus  VMH  +++  +++ 
Arcuate Hypothalamic Nucleus  Arc  ++(+)  ++ 
Periventricular Hypothalamic Nucleus  Pe  +  + 
Paraventricular Hypothalamic 
Nucleus, ventral part  PaV  ++(+) 
Premammillary nucleus, dorsal   PMD  ++  (+) 
Premammillary nucleus, ventral  PMV     +(+) 
Medial Preoptic Nucleus, medial  MPOM  +  +(+) 
Medial Preoptic Nucleus, lateral  MPOL  (+)  +(+) 
Lateral Hypothalamic Area  LHA     +(+) 
Anterior Hypothalamic Nucleus        +(+) 
Supramammillary Nucleus         + 
Midbrain 
Ventral Tegmental Area  VTA  +++  ++(+) 
Interfascicular Nucleus   IF  +(+)  ++ 












Figure  3‐1.  Forebrain mapping  of MC3R‐GFP  neurons.   A) MC3R‐GFP  expression
(shown  in  green)  in  the  secondary  motor  cortex  (M2),  cingulate  cortex  (Cg1),
prelimbic  cortex  (PrL)  and  infralimbic  cortex  (IL).  B) MC3R‐GFP  expression  in  the









A  number  of  sub  nuclei  in  the  caudal  forebrain  express  MC3R‐GFP  immunoreactivity.  The 
parastrial, median  preoptic  and  ventromedial  preoptic  nuclei  express  low  levels  of  GFP.  In 
addition a number of sub‐regions of the bed nucleus of the stria terminalis (BST) are shown to 
have GFP expression. Laterally to these structures, the dorsal and ventral endopiriform nuclei as 




2A).  In  the  more  caudal  regions,  the  anterior  basomedial  amygdala  also  had  GFP  positive 
neurons.  Within  the  thalamus  a  large  number  of  distinct  subnuclei  show  GFP  expression. 
Specifically, the paraventricular thalamic nucleus and paratenial thalamic nucleus  in the rostral 
thalamic area contain a high  level of neurons that are GFP positive.  In addition a high  level of 
GFP  is found  in the mediodorsal thalamic nucleus  (Figure 3‐2A). More caudal  in the thalamus, 
the paraventricular, paracentral, centrolateral and central medial thalamic nuclei are all labeled 










Figure  3‐2.  Hypothalamic  and  thalamic  expression  of  MC3R‐GFP.  A)  Expression  in  the
paraventricular nucleus of  the  thalamus, anterior part  (PVA), mediodorsal  thalamic nucleus
(MD), paraventricular nucleus of  the hypothalamus,  anterior part  (PaV),  the periventricular
hypothalamic nucleus (Pe), medial preoptic area (MPa) and the basolateral amygdala (BLA). B)
MC3R‐GFP  expression  in  the  paraventricular  thalamic  nucleus  (PV),  paracentral  thalamic
nucleus  (PC),  centrolateral  thalamic  nucleus  (CL),  central  medial  thalamic  nucleus  (CM),
xiphoid thalamic nucleus (Xi), ventromedial nucleus of the hypothalamus (VMH) and arcuate
nucleus  (Arc).  Scale  bars  equal  500  µm.  Also  shown  caudate  putamen  (CPu),  lateral
hypothalamus  (LH) medial  forebrain  bundle  (mfb),  paratenial  thalamic  nucleus  (PT),  dorsal
third ventricle (D3V),  lateral ventricle (LV), corpus callosum (cc), stria terminalis (st),  internal
capsule  (ic),  fornix  (f),  third  ventricle  (3V),  paraventricular  hypothalamus  nucleus  anterior





positive  neurons.  The  ventral  part  of  the  paraventricular  hypothalamic  nucleus  expressed  a 





anaylses  in  the  more  caudal  brain  regions  are  still  being  performed.  Regions  of  highest 
expression  include  the ventral  tegmental area  (VTA; Figure 3‐3B), rostral  linear nucleus of  the 
raphe,  and  the  periaqueductal  grey  (Figure  3‐3C). Within  the  VTA,  it  does  appear  that  the 
ventral medial portion of  this nucleus  is  the most heavily  labeled. GFP‐immunoreactivity was 
largely contained within interfascicular and parts of the paranigral nuclei within the VTA. 
GFP labels projections of MC3R neurons in cortical regions 


















Figure  3‐3.  Specific  subregion mapping of  the MC3R‐GFP.  Expression  in  the A)
arcuate  nucleus  (Arc),  B)  ventral  tegmental  area  and  C)  periaqueductal  grey.
Green  signal  corresponds  to  the  GFP‐labeling  and  blue  labeling  in  A  and  C
correspond to DAPI, a nuclear marker. Scale bars equal 200 µm. Also denoted are
the  reuniens  thalamic  nucleus  (Re),  dorsomedial  hypothalamic  nucleus  (DM),
arcuate  nucleus  dorsal  and  lateral  parts  (ArcD  and  ArcL),  ventromedial
hypothalamic  nucleus  dorsomedial  and  ventral  lateral  (VMHDM  and  VMHVL),
median  eminence  (ME),  PBP,  interpeducular  nucleus  dorsolateral  and  dorsal
medial  (IPDL  and  IPDM),  paranigral  nucleus  (PN),  interfascicular  nucleus  (IF),
rostral  linear  nucleus  of  the  raphe  (RLi),  mammillotegmental  tract  (mtg),
oculomotor nerve  (3n), cerebral peduncle basal part  (cp), medial  lemniscus  (ml),






secondary  negative  control,  the  interpeduncular  nucleus  has  no  expression  of  either mRNA 
(Figure  3‐6). While  this  data  is  still  being  collected,  preliminary  analysis  suggests  that  GFP 
expression  is  specific  to MC3R expressing cells, but  that not all MC3R neurons are expressing 
GFP (Figure 3‐6 arrows). 
Chemical profiles of MC3R‐GFP neurons 
In  order  to  understand  the  potential  neurochemical  phenotypes  of  the MC3R‐GFP  neurons, 
some additional co‐labeling experiments were performed. Previously we have documented co‐
localization of MC3R‐GFP and  tyrosine hydroxylase  in  the VTA  in approximately 40‐70% of all 
GFP  neurons  ([106];  elaborated  in  Chapter  4). We  further  assayed  innervation  of  thalamic 
regions  expressing  MC3R‐GFP  by  neuropeptide  Y  (NPY).  In  Figure  3‐4A‐D,  there  is  dense 
innervation of  the  thalamus with NPY  fibers and  specifically  in  regions where MC3R  is highly 





have  further  characterized  the  neuroanatomical  expression  of  the MC3R.  Regions  of  highest 


























the  ventral  tegmental  area  (VTA)  and  interpeduncular  nucleus  (IP).  Probes
against  GFP  (green)  and  MC3R  (red)  mRNA  show  regions  of  colocalization 





nuclei  as well  as  in  the motor  cortex.  Expression of  the MC3R  in  regions  such  as  the  insular 
cortex could implicate the MC3R in emotional experiences that are not easily studied in a mouse 




mediating  taste,  touch  and  smell  components of  food  intake  and  response  to  environmental 
stimuli. Expression of the receptor in limbic regions such as the NuAcc, VTA, CPu and PrL, point 
to  a  role  of  the  MC3R  in  mediating  dopaminergic  signals.  Indeed  this  neuroanatomical 




Furthermore,  hypothalamic  expression  of  the MC3R  using  the MC3R‐GFP  recapitulated  the 
earlier mRNA  studies  [17].  Interestingly, MC3R  is  highly  expressed  in  the  VMH,  despite  very 
sparse innervation of the VMH by AgRP/NPY neurons, raising questions regarding the role of the 
MC3R  in  this brain  region. However,  it has been documented  that melanocortin agonists  can 
actually elicit hyperpolarization and decreased firing of VMH neurons [108], suggesting that the 
MC3R cells may primarily receive POMC innervation.   
Previously  our  laboratory  documented MC3R mRNA  expression  in  the  CA1‐3  regions  of  the 
hippocampus. Using the MC3R‐GFP mouse model, we were unable to detect GFP expression in 
these  regions. This  could be due  to  incomplete  incorporation of  the  transgene  in  these  cells. 
Indeed, using RNAScope® we see a number of cells that express MC3R mRNA but do not express 
GFP mRNA  (Figure  3‐6),  indicating  a  reduced  expression  of  the GFP  gene  and/or  a  need  to 
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optimize  the  GFP  probes.  This  could  be  due  to  loss  of  upstream  or  downstream  regulatory 
elements with the random insertion of the transgene. However, we have yet to document GFP 




model we may  begin  to  understand  the  role  of  the MC3R  in  the  CNS.  By  understanding  its 
expression  in  various  brain  regions  we  can  begin  to  identify  co‐expressed  genes,  thus 
determining the neurochemical identity of MC3R expressing neurons and allowing development 










*(Adapted  from  “Lippert  RN,  Ellacott  KLJ  and  Cone,  RD.  Gender  Specific  Roles  for  the 















The melanocortin‐3 and  ‐4  receptors  (MC3R; MC4R) are known  to play critical  roles  in energy 
homeostasis.    However,  the  physiological  functions  of  the MC3R  remain  poorly  understood.  
Earlier  reports  indicated  that  the  ventral  tegmental  area  (VTA)  is  one  of  the  highest  sites  of 
MC3R expression, and we sought to determine the function of the receptor in this brain region. 
A MC3R‐GFP transgenic mouse and a MC3R knockout mouse strains were used to characterize 
the neurochemical  identity of  the MC3R neurons  in  the VTA, and  to determine  the effects of 
global MC3R deletion on VTA dopamine homeostasis. We demonstrate that the MC3R, but not 
MC4R, is expressed in up to a third of dopaminergic neurons of the VTA.  Global deletion of the 
MC3R  increases  total  dopamine  by  42%  in  the  VTA,  and  decreases  sucrose  intake  and 
preference in female but not male mice.  Ovariectomy restores dopamine levels to normal, but 
aberrant decreased VTA dopamine  levels are also observed  in pre‐pubertal female mice. Since 
arcuate AgRP/NPY neurons  are  known  to  innervate  and  regulate VTA  signaling,  the MC3R  in 
dopaminergic neurons provides a  specific  input  for  communication of nutritional  state within 
the mesolimbic dopamine  system.   Data provided here  suggest  that  this  input may be highly 
sexually  dimorphic,  functioning  as  a  specific  circuit  regulating  effects  of  estrogen  on  VTA 









predominantly expressed  in  the  central nervous  system  [6].  It has been well established  that 
these  central  melanocortin  receptors,  the  melanocortin‐3  receptor  (MC3R)  and  the 
melanocortin‐4 receptor (MC4R), regulate food  intake and energy homeostasis [6]. Deletion of 
either  receptor  elicits  dysfunctional  energy  homeostasis  characterized  by  changes  in  feeding 
behavior and  leads to the onset of obesity [19, 85, 91]. Furthermore, heterozygous  loss of the 
MC4R  in humans has been  identified  to  cause  severe early onset obesity  in adolescents  [20]. 
However,  studies  examining  the  function of  the  central MC3R have been  less  abundant.  The 
MC3R  knockout  (KO) mouse displays  late onset obesity, decreased bone mineral density  and 
altered hypothalamic‐pituitary‐adrenal (HPA) axis function ([17, 85, 86, 91] Reviewed  in [103]). 
In previous  in situ hybridization studies, our  laboratory has documented sites of MC3R mRNA 
expression  in  the  central nervous  system  (CNS)  [17]. Areas of highest  expression  include  the 
ventromedial  hypothalamus  (VMH),  nucleus  accumbens  (NuAcc)  and  ventral  tegmental  area 
(VTA). The  localization of  the MC3R  in  sites such as  the NuAcc and VTA suggests a previously 
undocumented role for this receptor in reward.  
In  addition  to  regulation  of  energy  balance,  data  already  points  to  a  role  for  the  central 
melanocortin  system  in mediating  reward.  It  has  previously  been  reported  that  blockade  of 
melanocortin  signaling  with  an  intra‐NuAcc  injection  of  SHU9119,  a  synthetic  MC3R/MC4R 
agonist causes a reduction  in drug‐associated rewarding behaviors [109]. This group also went 
on  to describe a  reduction  in  response  to cocaine  injection  in MC4R deficient animals and an 









neurons  in  the  NuAcc,  but MC4R  expression  in  D1R  neurons  was  not  sufficient  to  restore 
operant responding  for high‐fat diet  in MC4R deficient animals  [111].   More recently, Lim and 
colleagues have more  rigorously probed  the  function of MC4R  in  these NuAcc D1R‐containing 
neurons and have shown that anhedonia (in a sucrose preference test) induced by chronic stress 
can be  reduced with NuAcc D1R knockdown of MC4R expression,  further  solidifying a  role of 
melanocortin signaling in downstream targets of reward centers [112].    
Specifically assessing  the VTA,  since  this  is one of  the  regions with highest MC3R expression, 
points to an  interesting role for melanocortin signaling  in this brain region. Dietrich et al. have 
shown that AgRP neurons of the arcuate nucleus innervate the VTA [113]. They further note that 
ablation  of  this  VTA  innervation  elicits  a  significant  increase  in  the  development  of  drug‐
associated  preference,  which  is  proposed  to  be  via  an  increase  in  excitatory  post‐synaptic 
potential (EPSP) due to a reduction in AgRP‐dependent GABAergic modulation of VTA signaling. 
Interestingly, these studies were only performed in female mice. A number of laboratories have 
shown  effects  of  VTA  administration  of  melanocortin  compounds  on  reward  signaling  and 
behaviors.  For  example,  stereotaxic  injections  of  the  endogenous MC3R  and MC4R  agonist, 
alpha‐melanocyte  stimulating  hormone  (α‐MSH),  into  the VTA  elicits  a  significant  increase  in 





turnover,  behavioral  studies  have  also  been  used  to  assess  the  effect  of  injection  of 
melanocortin peptides  in  the VTA on  food  intake. Bilateral VTA  injections of MTII, a  synthetic 




a  synthetic  antagonist  into  the  NuAcc  elicited  no  alteration  in  feeding  behavior,  suggesting 
peptide action specifically  in  the VTA  is necessary  to mediate  these behavioral changes  [120]. 
Studies have  suggested  that  these  effects on behavior  and  food  intake  are mediated  via  the 
MC4R; however, in situ hybridization studies demonstrate very minimal MC4R mRNA expression 
in the VTA [18].  In  light of the high expression of MC3R  in the VTA [17], we hypothesized that 
this receptor is likely to play an important role in the hedonic aspects of intake via regulation of 




Utilizing  a mouse model  where  the MC3R  promoter  drives  expression  of  green  fluorescent 
protein  (MC3R‐GFP) we analyzed MC3R expression  in the ventral midbrain.  In agreement with 
previously published  in situ hybridization studies  [17], we saw high  levels of MC3R‐GFP  in  the 
VTA (Figure 4‐1A). GFP‐immunoreactivity was found throughout the rostral‐caudal extent of the 
nucleus, with the highest intensity of signal in the ventromedial region of the VTA at ‐3.52 mm 






tyrosine  hydroxylase  (TH),  the  rate  limiting  enzyme  in  dopamine  synthesis,  to  test whether 
MC3R  was  expressed  in  dopaminergic  neurons  (Figure  4‐1B,  E).  Assessing  the  TH  positive 
population,  37±3%,  26±4%,  and  27±2%  of  the  TH  positive  neurons  co‐expressed  GFP  at  ‐
3.52mm, ‐3.64mm, and ‐3.80mm Bregma respectively (Figure 4‐2A, C). Approximately 72±4% of 
all MC3R‐GFP positive neurons  in the rostral VTA co‐expressed TH (Bregma ‐3.52mm; Figure 4‐






did begin  to  see more MC4R‐GFP expression, but  it was  localized  to  the  lateral extent of  the 
nucleus and did not colocalize with the dopaminergic marker, TH (Figure 4‐3D F).  
Sucrose, but not sucralose, preference is altered in MC3R KO female mice 
We next wanted  to determine  the effect of  loss of MC3R‐signaling on a known VTA‐mediated 
behavior. Previous research has demonstrated that  lesion of dopaminergic VTA neurons alters 







Figure 4‐1. Melanocortin  receptor expression  in  the VTA and colocalization with
dopaminergic neurons. Representative  images of VTA sections corresponding  to  ‐
3.52mm  Bregma  were  analyzed  in  the  MC3R‐GFP  (A,B,C)  and  MC4R‐Sapphire 
(D,E,F)  animals  on  a  C57BL/6  background. GFP  staining  labeled  in  green,  for  (A)
MC3R neurons and (D) MC4R neurons. Tyrosine hydroxylase immunohistochemistry
used to mark dopaminergic neurons and labeled in red, in the VTA of the (B) MC3R‐
GFP  and  (E) MC4R‐Sapphire mice.  Colocalization  of  GFP  and  TH,  along with  the






Figure  4‐2.  Colocalization  percentages  of  MC3R‐GFP  and  TH  positive  neurons
from  rostral  to  caudal  regions  of  the  VTA.  Sections  from MC3R‐GFP  animals
(n=3/genotype)  on  a  FVB‐Swiss  background  were  quantified  in  three  different
regions of the VTA:  ‐3.52mm,  ‐3.64mm, and  ‐3.80mm Bregma. (A) Percentage of
TH immunoreactive neurons that also express GFP (36±5%, 26±7%, and 27±3% at
the  respective  Bregma  coordinates).  (B)  Percentage  of GFP‐expressing  neurons
that were also TH positive  (72±7%, 43±4%, and 57±5% at the respective Bregma








Figure  4‐3.  Melanocortin  receptor  expression  in  the  caudal  VTA.  Representative 
immunohistochemical  images from MC3R‐GFP (A,C,E) and MC4R Sapphire (B,D,F)   mice on the 
C57BL/6  background  corresponding  to  ‐3.80  Bregma.  GFP  staining  labeled  in  green,  for  (A) 







p=0.0032,  F(concentration)=55.18,  3,  p<0.0001,  F(interaction)=3.46,  3,  p=0.022).  Furthermore,  these 
significant  reductions  in  intake  were  accompanied  by  modest  but  statistically  significant 
reductions  in  sucrose  preference  at  1%  (0.88±0.01  vs.  0.85±0.006;  t=2.633,  p=0.02),  1.5% 
(0.93±0.003  vs.  0.92±0.005;  t=2.807,  p=0.01)  and  2%  (0.94±0.005  vs.  0.923±0.004;  t=2.484, 
p=0.02) sucrose solutions (Figure 4‐4 C, D, E). Despite a statistically significant effect of genotype 
on  fluid  intake  in male MC3R  KO  mice,  there  was  not  a  statistically  significant  interaction 




comparison,  intake of  the non‐nutritive  sucrose analog,  sucralose, was not different between 




Using the high colocalization of MC3R with TH  in the VTA as an  indicator of a potential role  in 
dopamine synthesis, we measured total dopamine content in the VTA of both male and female 
WT and MC3R KO mice. Analysis of  tissue biopsy  samples of  the ventral midbrain  revealed a 
statistically  significant 42%  increase  in  total dopamine  (Figure 4‐6A; 5.2±0.7 ng/ug vs. 7.4±0.7 
ng/ug  total protein;  t=2.351, p=0.027)  in  female MC3R KO mice compared  to WT  littermates. 
There was also a statistically significant 43%  increase  in 3,4 dihydrophenylacetic acid  (DOPAC, 





overall  change  in dopamine  turnover  (Figure 4‐6G; 0.46±0.03 vs. 0.45±0.02;  t=0.483, p=0.63). 
This effect on total metabolite levels was not apparent in samples of the ventral midbrain from 
MC3R KO males, with no significant difference noted  in dopamine (Figure 4‐6B; 6.0±0.7 ng/ug 
vs.  5.6±0.7  ng/ug  total  protein;  t=0.3625,  p=0.72),  DOPAC  (Figure  4‐6D;  2.5±0.3  ng/ug  vs. 
2.7±0.3 ng/ug  total protein;  t=0.8870, p=0.39) or HVA  (Figure 4‐6F; 2.8±0.2 ng/ug vs. 2.8±0.2 
ng/ug  total  protein;  t=0.1045,  p=0.92)  content  although  a  significant  increase  in  dopamine 
turnover  in  the  adult male MC3R  KO mice was  noted  (Figure  4‐6H;  0.42±0.02  vs.  0.54±0.03; 
t=2.856,  p=0.01).    Further  analysis  of  the  NuAcc,  a  known  downstream  target  of  the  VTA 
involved  in  reward,  showed  a  significant  decrease  in  total  dopamine  content  in MC3R  KO 
females  as  compared  to  controls  (84.94±4.569  ng/ug  vs.  67.03±6.591  ng/ug  total  protein; 
t=2.131, p=0.0424; Figure 4‐7A). This difference was not noted in MC3R KO males (Figure 4‐7B). 
Furthermore,  analysis  of  midbrain  dopamine  content  in  MC4R  KO  males  and  females  also 






in  the  VTA  from  female MC3R  KO  and WT  animals.  Analysis  revealed  no  difference  in  the 
expression of TH, dopamine  transporter  (DAT), and alpha‐synuclein  (SNCA), all components of 























Figure  4‐5.  Sucralose  preference  is  not  changed  in MC3R  KO  female  and
male  mice.  (A)  Drinking  behavior  of  MC3R  KO  and  WT  female  mice
(n=9/genotype) at baseline (0%), 0.25mM and 1 mM sucralose. (B) Average
fluid  intake  of MC3R  KO  and WT male mice  (n=4‐5/genotype)  at  baseline
(0%), 0.25mM and 1 mM  sucralose. Sucralose preference  in MC3R KO and
WT  female  mice  at  (C)  0.25mM  and  (D)  1mM  sucralose  concentration
quantified  as  a  percentage  of  sucralose  intake  over  total  fluid  volume  of
consumption. Sucralose preference was also quantified in WT and MC3R KO
male mice at (E) 0.25 mM and (F) 1 mM sucralose concentration. Statistical







and homovanillic acid  (HVA)  content  and metabolism  in  the
VTA  of  MC3R  KO  and  WT  animals.    Midbrain  tissue
corresponding  to  the  VTA  analyzed  via  HPLC  in  male  and
female MC3R  KO  and WT  adult  animals  (age  12 weeks;  n=9‐
16/gender  and  genotype)  for    (A,B)  dopamine,  (C,D) DOPAC,
and  (E,F)  HVA  content  normalized  to  total  protein.  (G,H)
Dopamine metabolism  calculated  as  the  ratio  of  DOPAC/DA.







NuAcc  analyzed  via  HPLC  in  (A)  female  and  (B)  male MC3R  KO  and WT  adult
animals  (age  12  weeks;  n=3‐16/gender  and  genotype)  for    dopamine  content







and homovanillic acid  (HVA) content and metabolism  in  the
VTA  of  MC4R  KO  and  WT  animals.  Midbrain  tissue
corresponding  to  the  VTA  analyzed  via  HPLC  in  male  and
female MC4R KO  and WT  adult  animals  (age 12 weeks; n=5‐
6/gender  and  genotype)  for    (A,B)  dopamine,  (C,D)  DOPAC,
and  (E,F)  HVA  content  normalized  to  total  protein.  (G,H)



















and NuAcc was extracted  from WT and MC3R KO  female animals. Samples were analyzed  for
total  protein  content  of  tyrosine  hydroxylase  via western  blot  followed  by  quantification  of
















Noting  the  sexually dimorphic effect of both  the VTA‐mediated behavior  (sucrose preference) 
and total dopamine content in MC3R KO mice in both the VTA and NuAcc, we wanted to probe 
whether  loss  of  ovarian  hormones  could  reverse  the  alterations  in  midbrain  dopamine 
concentration  in  the  female MC3R  KO  animals.  Post‐  surgery,  SHAM  operated MC3R  female 
animals  recapitulated  increase  in  midbrain  dopamine  content  seen  in  the  previous  study 
(4.5±0.6 ng/ug vs. 7.6±0.7 ng/ug total protein; t=2.443, p<0.05); however, MC3R KO female mice 




F(surgery)=0.50,  1,  p=0.48;  F(genotype)=0.41,  1,  p=0.52;  F(interaction)=0.0045,  1,  p=0.95).    Despite 
significant  fat mass  gain  in  the  ovariectomized  animals,  no  significant  correlation was  found 





To  further examine  the  influence of ovarian hormones on  the  levels of VTA dopamine  in  the 
MC3R  KO  female  animals,  we  assessed  dopamine,  DOPAC  and  HVA  levels  in  pre‐pubertal 
animals. To do this, we analyzed ventral midbrain dopamine, DOPAC and HVA content  in male 
and  female MC3R KO and WT animals aged 19‐21 days. Contrary  to  the  findings  in  the adult 
animals, MC3R KO female mice showed significantly decreased dopamine (Figure 4‐14A; 9.6±0.9 
ng/ug vs. 5.8±0.5 ng/ug total protein; t=4.079, p=0.0008), DOPAC (Figure 4‐14C; 2.9±0.2 ng/ug 
vs. 1.9±0.1 ng/ug  total protein;  t=4.073, p=0.0008)  and HVA  (Figure 4‐14E; 5.1±0.3 ng/ug  vs. 
4.2±0.2 ng/ug total protein; t=2.870, p=0.011) content as compared to WT littermates. This did 
not  cause  a  significant  difference  in  dopamine  turnover  in  these  animals  (Figure  4‐14G; 
0.31±0.01  vs.  0.33±0.01,  t=0.9958,  p=0.33).  Young MC3R  KO males  showed  no  difference  in 
dopamine  (Figure  4‐14B;  7.5±0.9  ng/ug  vs.  7.7±0.6  ng/ug  total  protein;  t=0.3287,  p=0.76), 
DOPAC (Figure 4‐14D; 2.4±0.2 ng/ug vs. 2.5±0.2 ng/ug total protein; t=0.4028, p=0.69) or HVA 
(Figure  4‐14F;  4.7±0.3  ng/ug  vs.  4.6±0.2  ng/ug  total  protein;  t=0.2990,  p=0.77)  content  or 












Figure  4‐11.  Stimulated  release  of  radio‐labeled
dopamine with 30mM K+ in a double pulse experiment
utilizing  the  Brandel  Suprafusion  system.  Striatal
samples were  collected  from WT  and MC3R  KO males
and  females,  incubated  with  3H‐dopamine  and
stimulated  to  assess  release  of  dopamine with  30 mM
potassium.  Fractions  were  collected  during  the
stimulation  and  radioactivity  was  used  to  assess








female animals. Female MC3R KO   and WT mice were  subjected  to  sham or
ovariectomy  surgery  (n=11‐17/genotype  and  surgery  type)  and  VTA
micropunches were  analyzed  for  (A)  total  dopamine  content  normalized  to
total  protein  and  (B)  dopamine  turnover.  Statistical  analysis was  performed






Figure  4‐13.  Correlation  of  body  fat  percentage  and  VTA  dopamine
content. WT  and MC3R KO  animals  subjected  to  either  sham or OVX
surgery  and  body  fat  percentage  and  VTA  dopamine  content  were
correlated. A) WT  (n=12)  and MC3R KO  (n=11)  sham  surgery  animals
body fat percentage versus VTA dopamine content. Pearson’s ρ 0.2254
and  0.1334,  p=0.4812  and  p=0.6957,  respectively.  B) WT  (n=17)  and
MC3R KO  (n=13) OVX surgery animals body fat percentage versus VTA







homovanillic  acid  (HVA)  content  and  metabolism  in  the  VTA  of
prepubertal animals. Midbrain  tissue  corresponding  to  the VTA of 
male  and  female prepubescent  animals  (P19‐21) was  analyzed  for 
total (A,B) dopamine, (C,D) DOPAC and (E,F) HVA content via HPLC 
(n=8‐11  animals/gender  and  genotype).  (G,H)  Dopamine 







The  central  melanocortin  system  is  vitally  important  for  the  maintenance  of  energy 




Using  an  immunohistochemical  approach,  we  have  shown  that  43‐72%  of  the  MC3R‐GFP 





potential  role of  the MC3R  in mediating dopamine  specific neuronal  function and dopamine‐
related biochemical and behavioral outcomes. Given the relatively low expression of the MC4R 
and lack of colocalization with the dopaminergic marker, TH, in the VTA this suggests that MC3R 
is the most  likely melanocortin receptor mediating changes  in dopamine  levels associated with 
administration  of  melanocortin  peptides  directly  to  this  brain  region  [114,  119].  This  is  a 
significant finding, as previously the down‐stream effects of melanocortin peptides injected into 
the  VTA  region  have  largely  been  attributed  to  a  MC4R‐mediated  mechanism.    Given  the 
projections  of  arcuate  nucleus  POMC  and  AgRP  neurons  to  the  VTA,  a  direct  connection 








animal. Previously  it has been shown that an  intact VTA  is critical for the formation of sucrose 
preference and  for  increased  total  sucrose  intake above baseline  [121, 122]. Considering  that 
the MC3R  is expressed on 26‐37% of  all VTA dopamine neurons,  it  is quite possible  that  the 
defects  in  sucrose  intake  in  female mice  that we  show here are due  to  the MC3R dependent 
alterations  in  the  function of  this subpopulation of dopaminergic neurons  in  the VTA.  Indeed, 
MC3R KO mice exhibit both decreased total intake and decreased preference for sucrose, but in 
a  sexually dimorphic manner with only  female  animals being  affected.  The  recent  interest  in 
phasic and tonic firing of the VTA neurons and its effect on depressive‐like behaviors (including 
sucrose  preference)  suggest  that  a  subpopulation  of  neurons  in  the  rostral  lateral  VTA  are 
necessary  to  mediate  this  effect  [124].  Moreover,  we  have  shown  that  there  is  also  a 
subsequent  decrease  in NuAcc  dopamine  content  specifically  in MC3R  KO  female mice.  This 
defect  in  both  VTA  and  NuAcc  dopamine  together  may  be  the  cause  of  the  decreased 
preference behavior since  the NuAcc has also been  implicated  in sucrose preference behavior 
[112].  Furthermore, we  show  that  no  such  defect  is  evident  in MC4R  KO male  and  female 
animals, and  the effect  in MC3R KO  females  is not due  to alterations  in gene expression.  It  is 
possible  that  the MC3R  serves  to  regulate  firing of a  subpopulation of medial VTA dopamine 
neurons in rapid response to palatable diets and thus without the presence of the receptor this 
regulation  may  be  lost  [112].  Further  studies  on  the  electrophysiological  properties  of  the 






statistically significant  increase  in  these parameters  in  the MC3R KO  female mouse suggests a 
role of MC3R in coordinating dopamine homeostasis and supports the female specific alteration 
in  sucrose preference and  intake. Our data  showing no difference  in expression of genes and 
proteins involved in dopamine synthesis/signaling and those involved in estrogen signaling show 
that  alteration  in  these  genes  are  not  responsible  for  the  overall  effect  on  dopamine 
homeostasis. Furthermore, the lack of an effect on dopamine release kinetics suggests that it is 
not a defect in the uptake or release of dopamine that mediates these changes in the striatum. 
Given  the sexually dimorphic regulation of dopamine  levels  in MC3R KO mice, we determined 
the  contribution  of ovarian  hormone  signaling  to  the  elevation  in midbrain  dopamine  levels. 
After ovariectomy, there was a normalization of total dopamine levels to that of WT littermate 
controls, and no difference  in dopamine turnover was observed  in these cohorts. Additionally, 
no  correlation was noted between body  fat percentage and VTA dopamine  levels,  suggesting 
that  peripheral  fat  stores  do  not  influence  total  levels  of midbrain  dopamine  content.  Two 
potential mechanisms  could underlie  the  effect of OVX on dopamine  levels;  1)  Estrogen  and 
melanocortin  receptor  signaling may  interact very early on  in  the development of  this neural 
circuitry  such  that  loss of  the MC3R drives an  increase  in estrogen  sensitivity  that primes  the 
dopaminergic system to remain elevated in the adult, and/or 2) As a compensatory mechanism 
for the decreased dopamine  levels  in the prepubertal animals, estrogen sensitivity  is  increased 
to elicit a prolonged  increase  in the activity of the dopaminergic system and subsequent  levels 
of dopamine in the VTA. Given the finding of Nohara et al. demonstrating the reprogramming of 
the  melanocortin  system  in  the  hypothalamus  of  the  female  brain  after  exposure  to 
testosterone  [125], we  can  hypothesize  that  sex  hormone  programming  in  the  VTA may  be 
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altered  following  loss  of  the MC3R.  Furthermore,  the  ontogeny  of  the  VTA  and mesolimbic 
dopamine system appears to be highly dependent on the initial exposure to gonadal hormones 
both  in  the  perinatal  and  peri‐pubertal  periods  to  “feminize”  or  “masculinize”  the  brain 
(Reviewed in [126]).  
In  regards  to  the  OVX  data,  it  is  known  that  estrogen  supports  the  survival  of  midbrain 
dopamine neurons and that OVX causes a significant decrease in TH positive neurons of the VTA 
[127].  Therefore,  it  is  feasible  that  the neuronal death  in  the OVX model  is  sensitized  in  the 
MC3R KO  female mouse  such  that  the decrease  in dopamine  to WT  levels  is  a byproduct of 
increased cell death  in  this  region. However, given  that  the  levels are normalized precisely  to 
that of WT animals, we hypothesize that this is not occurring in this model. Furthermore, given 
the known effects of estrogen both on expression of dopamine related genes in the mesolimbic 
dopamine  pathway  [128]  and  also  on  levels  of MC3R mRNA  in  other  brain  regions  [129],  it 
appears  that  the MC3R,  estrogen  and  dopamine  likely  interact  in  a much more  complicated 
manner that cannot be fully addressed solely in a model of OVX.   




compared  to WT  littermates  in  the  adult  animals.  Since  the medial  forebrain  bundle  is  the 
primary signaling route from the VTA, through the LHA, onto the NuAcc, and the MC3R has been 
shown to be expressed  in all of these brain regions [17],  lack of the MC3R  in all of these brain 
regions  may  lead  to  a  decreased  rate  of  development  of  the  dopaminergic  system.    This 
decreased development may be then compensated for by an increased positive feedback to the 
VTA  to  increase  production  of  dopamine  that  is  then  compensated  for  by  a  decrease  in  the 
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transport of dopamine  to  the NuAcc  in  adults  in  an  attempt of  the  system  to overcome  this 
initial developmental defect. This entire effect in young and old animals may be independent of 
the onset of estrogen  signaling but given  the  sexually dimorphic nature of  the effects on  the 
dopamine  system  that  we  note  here,  it  is  likely  that  estrogen  or  ovarian  hormone  signals 
contribute  to  this overall effect. Additional  studies assessing  changes  in gonadal hormones  in 






of  the MC3R  in  the VTA  that we have documented. Overall,  the MC3R appears  to play a  sex 
specific  role  in  the  function  of  the  VTA  in  dopamine  homeostasis  and  in  VTA‐driven  intake 
behaviors. Whether  this  effect  is  purely  due  to  developmental  programming  of  the  reward 
circuits or is compensatory in the adult due to loss of the receptor still remains to be elucidated. 
Through  these  studies we may  begin  to  understand  some  sex  specific  alterations  in  hedonic 
intake  as well  as  better  understand  the  functions  of  the MC3R  in  regions  of  the  brain  that 

























Food  intake  fluctuations  in  response  to  gonadal  hormones  represent  a  mechanism  for 




alterations  in  food  preference. We  show  here  that  loss  of  the MC3R  causes  female  specific 
changes  in  overall  energy  homeostasis.  Specifically  in  states  of  estrogen  deficiency,  such  as 
ovariectomy,  MC3R  mice  show  an  exaggerated  body  weight  and  body  fat  response. 
Furthermore,  in  response  to pregnancy, MC3R KO dams  show a defect  in pregnancy  induced 
food intake, and body fat accumulation.  In contrast, no effect of MC3R deletion is observed in 
the  lactation‐induced  increase  in  food  intake.  The  defects  in  pregnancy‐induced  food  intake 
occur despite normal ovarian histology and  follicular development, suggesting  that  the effects 
















homeostatic  circuitry  has  yet  to  be  thoroughly  analyzed  [43,  44]. With  the  precedent  of  the 
majority  of  recent  studies  on  energy  homeostasis  in  rodent models  pertaining  specifically  to 
male animals, a new wave of studies must now begin to  focus on the contribution of gonadal 
hormones to homeostatic and hedonic phenotypes.  
One  instance of extreme gonadal hormone  influence on energy homeostasis  is pregnancy. This 
condition is one in which food intake and energy stores must increase greatly but return to pre‐
pregnancy  levels  after  weaning.  Pregnancy,  and  the  increased  prevalence  of  obesity  during 
pregnancy, is an understudied field. Given that greater than 40% of pregnant women in the US 
surpass  the  recommended  guidelines  for  weight  gain  during  pregnancy,  it  is  critical  to 
understand  the physiological changes  that occur during  the progression of  the pregnant state 
[130]. The hormonal changes that occur during gestation and lactation are well understood, but 
the  resulting  neuroendocrine  changes  that  mediate  changes  in  food  intake  and  energy 
homeostasis remain to be fully elucidated.  
Gestation  and  lactation  present  two  very  distinct  states  that  share  exceptionally  different 
hormonal  profiles.   During  gestation,  a  number  of  researchers  have  established  a  variety  of 
hormonal changes that occur to facilitate an increase in energy intake [2, 131‐138]. Namely, an 
induction of  leptin  resistance  at day 7 of  gestation,  as  shown by  a down‐regulation of  leptin 
receptor mRNA  specifically  in  the  VMH,  appears  to  be  a  hallmark  change  post  implantation 
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driving  the  accumulation  of  fat  stores while maintaining  an  increase  in  food  intake  [131].  In 
human  gestation,  significant  changes  in  food  preferences  occur  in  47‐86%  of women,  and  a 
substantial  amount  of  these  food  cravings  are  associated with  sugar‐sweetened  foods  [139‐
142].  This  suggests  an  interaction  of  homeostatic modulation  and  rewarding  food  intake  to 
increase food intake and prepare for the energetic demands of pregnancy.  
During  lactation,  a much  different  hormonal  profile  is  noted.  Surprisingly,  immediately  after 
birth, pregnant dams have a normalization of  serum  leptin  levels  to pre‐pregnancy  levels  [2]. 
Furthermore, work by Chen and Smith has shown that the  induction of NPY, specifically  in the 





hormone  fluctuations.  An  additional  area  of  study  has  focused  on  the  total  loss  of  ovarian 
hormone signaling, either through surgical ovariectomy in humans and rodents or the transition 
to menopause  in women.  In previous studies of ovariectomy,  the animal model of choice was 
the  rat,  however,  recent  studies  suggest  the  rat  has  a  very  different  metabolic  profile  in 
response  to OVX as compared  to  the mouse  [147].  Indeed,  in  response  to OVX,  rats  show an 
exaggerated  weight  gain  that  is  sustained  in  the  long  term  [47].  In  contrast,  a  number  of 
researchers have shown that the murine response to OVX is a period of robust body weight gain, 
followed  by  normalization  to wild‐type  sham  control  levels  in  the  long  term  [147‐149].  This 
more closely resembles the human response to menopause, as noted by only a 1‐2 BMI point 








increase  in  inflammatory  markers  in  white  adipose  tissue  depots  as  well  as  adipocyte 
hypertrophy  [148,  149,  153]. A  component  of  the  obesity  phenotype  can  be  attributed  to  a 




demonstrated  [106].  These  studies  targeted  the  mesocorticolimbic  dopamine  pathway 
specifically, but suggest  the possibility  that  the MC3R  regulates some yet unknown aspects of 
dopamine  synthesis  and  release  in  other  brain  regions.  This  dysfunction  in  dopamine  is  of 
interest given that  tuberoinfundibular dopamine  is an  important regulator of prolactin release 
and has an additive affect when in the presence of α‐MSH [154].  In addition to this newly noted 
sexual dimorphism, MC3R activation has previously been shown to stimulate prolactin secretion 
through  its  expression  in  the  anterior  pituitary.  Interestingly, MC3R mRNA  expression  in  this 
region is 1.5 fold higher in female versus male mice and its expression is stimulated by estrogen, 
raising  the hypothesis  that MC3R might  function  specifically  in  females  to modulate pituitary 
hormone secretion  in  response  to gonadal hormone changes  [129, 155]. Stimulation of MC3R 
also  increases  both  prolactin  secretion  from  mammotropes,  the  cells  within  the  anterior 
pituitary responsible for prolactin release, as well as proliferation of these cells, both of which 
can be blocked with SHU9119 [155, 156]. These data suggest the MC3R has a role in modulating 




the  MC3R  in  modulating  the  changes  in  body  weight  and  food  intake  associated  with 










study  (Figure 5‐1A). This significant elevation  in body weight  is due predominantly  to a highly 
significant increase in body fat percentage in the MC3R KO OVX animals as compared to WT OVX 
counterparts (WT OVX 9.530±0.2752% vs. MC3R KO OVX 17.62±1.278%, p<0.001, Figure 5‐1B). 
This  elevated  body  fat was  analyzed  for  fat  depot  distribution,  and  all  collected  fat  depots, 










Analysis  of  frequency  distribution  shows  that MC3R  KO  animals more  frequently  display  the 
largest adipocytes  (>5000 µm; Figure 5‐2F).  Inflammatory gene expression analysis of gonadal 






The  robust difference  in  response  to OVX  in  the MC3R  could be  correlated  to differences  in 
ovarian  health  and  follicular  development  that  exaggerates  the  phenotype when  ovaries  are 
removed.  To  determine  ovarian  status,  a  histological  analysis  of  ovarian  morphology  and 
follicular development was performed. Histological analysis of ovaries  from WT and MC3R KO 
female mice  shows  no  difference  in  general  ovarian  histology  and  in  specific morphology  of 
developing  follicles  (Figure  5‐5A‐F).  Additionally  quantification  of  follicular  development 
indicates  no  difference  in  the  total  number  or  percentages  of  follicles  in  each  phase  of 
development  between  genotypes  (Figure  5‐5G,H). Given  that  progesterone  can  often  inhibit 
estrogen signaling, and is highly produced by the corpus luteum in the ovary, we quantified the 
relative  number  of  corpus  lutei  in WT  and MC3R  KO  female mice  and  noted  no  significant 
difference between genotype  (Figure 5‐5I). Overall  is appears  that MC3R KO animals show no 
overt histological differences in follicular development.  
MC3R deficient mice show an altered food intake response to pregnancy 






Figure  5‐1. Body weight  gain,  end  point  body  composition  and  fat  pad weights. A)  Body
weight  gain  in WT  Sham  (n=4), MC3R  KO  Sham  (n=5), WT OVX  (n=18)  and MC3R  KO OVX
(n=14). B) Body fat mass percentage in WT Sham (n=4), MC3R KO Sham (n=5), WT OVX (n=18)
and MC3R KO OVX  (n=14) at 14‐15 weeks old. C)  Inguinal, D) mesenteric and E) gonadal  fat
pads all show a significant increase in the MC3R KO OVX (n=14)  mouse as compared to MC3R
KO Sham (n=5), WT Sham (n=4) and WT OVX (n=17) controls. Statistics were performed using

















Figure  5‐3.  Inflammatory  markers  induced  after
ovariectomy. Gonadal WAT from WT OVX (n=5) and MC3R
KO  OVX  (n=5)  animals was  analyzed  for  Il6,  TNFα,  INFγ,









KO OVX  (n=7) animals. B) Correlation analysis of  serum  leptin  and 
body  fat  percentage  in WT  and MC3R  KO  OVX  animals.  Statistics
















cumulative  food  intake  throughout  pregnancy  (Figure  5‐6A).  This  reduction  in  food  intake 
appears  to  be  related  to  a  relative  decrease  in  daily  food  intake  in  the  middle  stage  of 
pregnancy, between days 7‐12 (Figure 5‐6B). Indeed, analysis of this stage in pregnancy shows a 
significant  reduction  in  food  intake  (Figure 5‐6C). When  compared  to non‐pregnant matched 
genotype controls, both WT and MC3R deficient pregnant animals showed a significant increase 
in food intake, however, MC3R KO animals showed a reduced  food intake in comparison (Figure 
5‐6D).  This  alteration  in  food  intake  does  not  elicit  a  difference  in  body  weight  change 
throughout pregnancy between genotypes (Figure 5‐7) 
Deficiency of MC3R causes a reduction in liter size that is not correlated with food intake 
Analysis of  litter  sizes born  to WT  and MC3R deficient dams  shows  a  significant  reduction  in 
litter sizes born to MC3R KO dams (Figure 5‐8A). There is no significant difference in pup weight 
between genotypes  (Figure 5‐8B). Noting  the alteration  in  litter  size, we determined whether 
this was  this  factor  affecting  overall  food  intake  in MC3R  KO  pregnant  dams.  A  correlation 

















body weight and food  intake. Despite the alteration  in food  intake during pregnancy, both WT 
and MC3R KO animals show a similar magnitude  increase  in daily food  intake during  lactation, 
with a >350% increase at the highest point of food intake as compared to non‐lactating female 

















fat mass  seems  to be  independent of a  significant  rise  in  food  intake or alteration  in activity 
when compared to WT OVX controls.  It  is known that MC3R KO male animals have a defect  in 




animals also display  significant elevations  in adipocyte  size and  show an  increase  in MCP‐1, a 
common marker of increased inflammation in OVX mice. MCP‐1 has also been shown in humans 
to correlate with the late menopausal transition [158]. The cumulative effect of an exaggerated 
decrease  in phospho‐HSL and  increased  inflammatory markers  likely  contribute  to  the overall 
exaggerated obesity phenotype  in  the MC3R KO OVX animal.   However, additional analysis of 
the changes in gene and protein expression of lipolytic enzymes is still necessary in the MC3R KO 
OVX animals.  
We  show  here  that  MC3R  KO  animals  display  normal  ovarian  histology  and  follicular 
development  in  comparison  to age‐matched WT  controls. This  suggests  that  the exaggerated 
response to ovariectomy is not due to an initial defect in the morphology or function at the level 
of the ovary. However, further analysis of serum levels of gonadal hormones is still necessary.  
In  response  to  pregnancy,  MC3R  KO  animals  show  a  slight  but  significant  reduction  in 
cumulative  food  intake.  This  decrease  in  food  intake  is  specific  to  the  middle  phase  of 






the MC3R  in the VMH,  it  is still necessary to confirm this altered  leptin receptor expression  in 
the VMH of MC3R KO pregnant animals.  
Interestingly,  the MC3R  KO  dams  do  not  show  a  significant  increase  in  body  fat  stores  in 
response  to  pregnancy.  This  is  contrary  to  the WT  animals which  appropriately  increase  fat 
stores in preparation for the energetic demands of pregnancy and lactation. Despite not further 
elevating body fat stores, MC3R KO animals still show an appropriate rise in serum leptin levels. 
This data  suggests  that  the  rise  in  serum  leptin  in pregnant animals  is not directly  related  to 
adipose mass  and  that  1)  the  current  body  fat  stores  secrete  higher  levels  of  leptin  during 
pregnancy  and/or  2)  the  placental  contribution  of  leptin  to  total  serum  levels  is  the  driving 
component  in the significant elevation noted. The MC3R KO animal may be a model to better 




point  to  a  role of  the MC3R  in excessive body weight  gain post menopause.  In  addition,  the 
decreased  food  intake  behavior  in  pregnancy  may  be  a  multi‐factorial  combination  of  the 
already noted changes in dopamine in the MC3R KO female animals, paired with additional roles 
of  the MC3R either directly at  the ovary, within  the  reproductive organs, or at  central MC3R 
expressing sites, such as the VMH, which have been shown to be crucial for energy regulation 










cumulative  intake  within  each  stage.  D)  End  point  cumulative  food  intake  comparison
between WT non‐pregnant  (n=18), WT pregnant n=19), MC3R KO non‐pregnant  (n=21) and















Figure  5‐8.  Litter  size,  pup weights  and  correlation  analysis. A)  Litter  size  analysis was
performed for WT (n=19) and MC3R KO (n=23) dams. B) Weight at birth of pups from WT
(n=55) and MC3R KO (n=78) dams.  C) Correlation analysis of cumulative food intake versus






analysis  of  fat  mass  and  in WT  non‐pregnant  (n=11), WT  PG  (n=7), MC3R  KO  non‐
pregnant  (n=12) and MC3R KO PG  (n=9) animals. B)  Serum  leptin analysis  in WT non‐
pregnant  (n=4), WT  PG  (n=4), MC3R  KO  non‐pregnant  (n=6)  and MC3R  KO  PG  (n=5)




















its  primary  function.  The  robust  expression  of  the  MC3R  in  the  CNS  and  in  a  number  of 
peripheral  tissues, suggest  that  it has a multitude of  functions  that are yet  to be understood. 




Utilization  of  the MC3R‐GFP mouse model  provides  a  tool  to  begin  to  understand  the  exact 
neuroanatomical location of the MC3R, but not the subcellular localization. Through probing its 
regional  distribution  in  the  brain,  we  can  begin  to  postulate  its  potential  function  in  other 
aspects of  complex behaviors  and within well‐defined  functional neural  circuits. As  shown  in 
Chapter 3, the MC3R is robustly expressed in a number of different brain nuclei.  Particularly of 
interest  is  the expression  in  the cortical and  thalamic  regions which suggest a  function of  the 
MC3R  in  the  relayed  response of sensory and environmental stimulation  to elicit behavior, or 
conversely  a  potential  role  of MC3R  in  the  inhibition  of  such  behaviors.  It  is  interesting  to 




MC3R neurons  increases  in  a  fasted  state,  this  could decrease MC3R  signaling  and modulate 









investigations  documented  in  Chapter  4.  Expression  of  the  MC3R  in  the  VTA  and  other 
components  of  the mesocorticolimbic  system were  correlated  with  alterations  in  dopamine 
homeostasis  [106]. Given  that  this was  shown  to have a  sexually dimorphic effect,  it  raises a 
number of questions. First and  foremost,  it  speaks  to  the necessity of  studying  the effects  in 
both genders. Secondly,  since  this  is a  female  specific effect  it will be necessary  to  study  the 
interactions  of  dopamine,  estrogen,  estrogen  signaling  and  additional  components  that may 
differ between sexes. Given the data suggesting that females have an altered response to drugs 
of  abuse  and emergent  literature on phases of  the menstrual  cycle  and  varied  stress‐evoked 
responses in women leading towards addiction susceptibility, data understanding alterations in 
sexually dimorphic dopaminergic pathways is crucial [159, 160].    
Analysis  of  the MC3R  expression  can  lead  to  further  understanding  of  projections  of MC3R 
expressing  neurons  both  in  Arc  and  VTA  to  better  understand  the  total  connectivity  of  the 
circuitry. Utilization of new mouse models, namely the lox‐TB MC3R mouse (created by Andrew 
Butler;  [161])  and  a mouse model we  have  generated,  the MC3R‐Cre,  can  help  us  to  better 
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understand  the  function  of  this  protein  and  the  role  of  the  neurons  it  is  expressed  in.  For 
example potential experiments  to understand  the dopaminergic modulation of  the MC3R KO 
include using a  floxed TH mouse model  to eliminate TH expression  solely  in MC3R‐expressing 
dopaminergic neurons [162]. This could potentially aid in discovering a dopamine specific effect 
of  MC3R  signaling,  independent  of  any  alteration  in  peripheral  and  non‐dopaminergic 










with  other  complex  circuitry  like  those  of  the  reward  system  or  sensory  systems  [164]. 
Furthermore,  given  that  loss  of  the MC3R  is  correlated  with  a  gender  specific  decrease  in 
sucrose preference  (as shown  in Chapter 4), this could suggest that this subpopulation of VTA 








as  an  altered  response  to  ovariectomy  and  a  loss  of  sensitivity  to  the  anorectic  effects  of 
exogenous estrogen treatment [56]. Interestingly, protein expression in this brain region is also 
linked with changes during pregnancy, where a decreased expression of the leptin receptor has 
been  correlated with  decreased  leptin  signaling  despite  increases  in  circulating  leptin  levels 




the  most  drastic  reduction  in  food  intake.  Or  alternatively,  since  MC3R  KO  animals  have 
elevated basal  leptin  levels, perhaps the VMH  is  less sensitive to the changes that occur  in the 
early phases of pregnancy [86].  





due  to  the apparent auto‐inhibitory nature of MC3R activation  that has been shown  in POMC 
neurons of the arcuate nucleus.  It could be that POMC  innervation of the VMH  is sufficient to 
drive  an  inhibitory  function  in  this  region.  It  will  be  necessary  to  characterize  these MC3R 
expressing neurons and determine if they are GABAergic, where they project to and potentially 
what  phenotype  specific  deletion  of  these  neurons  generates.  The  pronounced  MC3R 
expression in the VMH, the documented protein changes in the VMH during pregnancy, and the 
whole animal physiology data  in  response  to VMH  lesions suggests  that signaling  in  this brain 
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region  is key  to mediating  the effects of  temporary  increases  in energetic demands  [17, 136, 
165].  
MC3R in the development of neural systems 
In assessing  the data collected  in  this dissertation, one of  the  least understood aspects  is  the 
function of the MC3R in the development of neural systems. Given the documented changes in 
dopamine  and  serotonin  content  in  MC3R  KO  females  in  the  prepubertal  phase  shown  in 
Chapter  4,  it  brings  to  light  an  additional  component  of  melanocortin  signaling  in  the 
development of complex neural circuitry.   Specifically,  in studies of brain development, Kistler‐ 











dopaminergic and  serotonergic  systems, a broader  look at  the  field  sheds  light on  continuing 
research in other aspects of development relevant to energy homeostasis. A specific example is 
recent  work  by  Bouret  et  al.  looking  at  the  necessity  of  proper  leptin  signaling  in  the 







the neurophysiological properties of  this  receptor.   Preliminary work has studied some of  the 





to melanocortin  agonists  and  antagonists  using  electrophysiological methods  is  necessary  to 






Ultimately  the  highest  pursuit  of  the  studies  of  these  specific  proteins  is  to  determine  the 








dissertation work, MC3R  has  a  positive  correlation with  estrogen  receptor  related  beta  and 









MC3R.  Specifically,  studies have  shown  a number of  genetic  implications of MC3R  linkage  to 
estrogen and to female specific effects. A trait locus homologous to human chromosome 20 was 
shown  to effect estrogen  levels  in baboons, and MC3R was one of  the hypothesized genes  to 
elicit this effect [168]. Furthermore, the obesity study in humans showing a positive correlation 
between MC3R variants and emotional responses to eating also extend the possibility of MC3R 











Figure  6‐1.  Gene2Net  network  of  genes  correlated with MC3R  expression.
Utilizing the Gene2Net software, gene expression correlating with MC3R gene
expression  in  the  mouse  midbrain  based  on  analysis  of  tissue  using  the
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